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(54) Tide: METHOD FOR PREPARING ARTIFICIAL RECEPTORS 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BEREITSTELLUNG VON KtlNSTLICHEN REZEPTOREN 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for preparing artificial receptors on a polymer compound, preferably on a stabilized surface thereof, 
with binding sites in order to bind biologically or pharmacologically active substances by a) immobilizing template molecules that are 
biologically or pharmacologically active compounds on the polymer compound, b) coupling reactive functional groups to the polymer 
compound in order to bond ligands in physiological conditions, c) binding compounds as ligands to the reactive groups, d) preferably 
stabilizing adjacent compounds that are bonded to the reactive groups for chemical stabilization of the ligands on the polymer compound 
and e) detaching the template molecules. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bereitstellung von kuristlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbindung, vorzugsweise an 
einer stabilisienen Obernache derselben, mit Bindungsstellen zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch aktiven Substanzen durch 
a) Immobilisierung von Templat-Molekulen, welche biologisch oder pharmakologisch wirksame Verbindungen sind, an der polymeren 
Verbindung; b) Koppeln von reaktiven funktionellen Gruppen an die polymere Verbindung zur Bindung von Liganden unter physiologischen 
bedingungen; c) Bindung von Verbindungen als Liganden an die reaktiven Gruppen; d) vorzugsweise Stabilisierung der an den reaktiven 
Gruppen gebundenen benachbarten Verbindungen miteinander zur chemischen Stabilisierung der Liganden an der polymeren Verbindung 
und; e) Ablosen der Templat-Molekiile. 



BNSDOCID: <WO 0013016A2_I_> 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizierung von PCT- Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeidungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenten 


Fl 


Fmnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowaket 


AT 


Osierreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabon 


LV 


Lett land 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


VcTemigies Kdnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgicn 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Bclgicn 


CN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawischc 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Turkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


bland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


II. 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BV 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Verernigie Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CC 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande * 


VN 


Vietnam 


CH 


Schwcj2 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d*Ivoire 


KP 


Demokraiische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russrsche Fodcration 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Est land 


LR 


Liberia 


SC 


SmgapuT 







BMSOOCID: <WO 0013016A2_I_> 



WO 00/13016 



PCT/DE99/02768 



1 

Beschreibung 

Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren 
an einer polymeren Verbindung, vorzugsweise an einer stabilisierten Oberflache derselben, 
mit Bindungsstellen zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch aktiven Substah- 
zen durch Template-Assisted Optimization als ein neuer Weg zur Herstellung von maBge- 
schneiderten Chromatografiematerialien uber oder an intelligente Oberflachen. 

Unsere neuen Ansatze zur Herstellung intelligenter Oberflachen bergen das Potenti- 
al, sich zu sehr kostengiinstige, analytische und preparative Instrumente fur die Medizin, 
fiir das Bio- und Umweltmonitoring und fur die Biotechnologie zu entwickeln. Es konnen 
mit Hilfe dieser Methoden kostengunstig neuartige Sensoren (kiinstliche Rezeptoren) her- 
gestellt werden, die auf (in) Mikrochips (Biochips), als auch im herkommlichen Format 
(Mikrotiterplatten) zum Einsatz kommen konnen. Auch neuartige Chromatografiemate- 
rialien konnen vor allem fiir biotechnologische Fragestellungen maBgeschneidert werden. 
Kuhurtiberstande von Bioreaktoren oder auch Aufschlusse von Biomaterialien bestehen 
aus komplexen Substanzgemischen. Diese wassrigen Ldsungen enthalten in vielen Fallen 
kommerziell wertvolle Metabolite, wie z.B. FADH 2> NADH 2 , ATP, seltene Kohlenhydrate 
oder Coenzyme. Sehr haufig konzentriert man sich auf die Isolierung einer Verbindung 
oder Stoffgruppe wahrend alle anderen Substanzklassen in vielen Fallen wegen fehlender 
Trenntechniken venvorfen werden. Auch fur die Isolierung von pharmazeutisch relevanten 
Molekulen, wie z.B. Taxol-Derivate aus Zellaufschlussen von Eibenmaterial, sehen wir ein 
grosses Einsatzgebiet. 

Die Nutzung von z.B monoklonalen Antikorpern, Mikroorganismen, Enzymen, Re- 
zeptoren als Erkennungsprinzip fur Sensoren und Chromatografiematerialien ist aufgrund 
ungenugender Stabilitat und begrenzter Verfiigbarkeit sehr haufig limitiert. Dartiber hin- 
aus ist der Zeitaufwand zur Gewinnung eines spezifischen monoklonalen Antikorpers oft 
betrachtlich und kann mehr als ein Jahr betragen Unser Verfahren zielt auch darauf ab, 
Antikorper durch synthetische Rezeptoren zu ersetzen. 

In der Literatur sind chemische Verfahren zur Herstellung von kunstlichen Membra- 
nen bekannt, die zu molekularer Erkennung von verschiedenen organischen Molekulen, 



<WO 0013016A2.I. > 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/13016 



PCT/DE99/02768 



wie z.B. DNS-Bausteine, befahigt sind. Bereits 1972 wurde von G. WuIff(G. Wulff, An- 
gew. Chem. 1995, 107, 1958) erstmalig eine Polymerisationsmethode in Gegenwart von 
Templat-Molekiilen entwickelt und der Begriff JVlolekuIares Pragen" erschaffen. Geeig- 
nete monomere reaktive Molekuleinheiten werden mit Templaten vermischt (auch kova- 
5 lent verknupft) und eine Polymerisationsreaktion mit den entsprechenden „crosslinkern" 
wird eingeleitet. Nach Auswaschen der Templat-Molekule erhalt man so Membranen oder 
Oberflachen, die Bindestellen (Hohlraume) fur die Templat-Molekule aufweisen. Inzwi- 
schen sind eine Vielzahl von Publikationen zu diesem Thema erschienen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren bereitzustellen, mit welchem das Tem- 

10 plat, welches einer biologisch oder pharmakologisch wirksamen Verbindung zumindest 
teilweise in Bezug auf Konformation und Konfiguration entspricht, bei Bindung des Tern- 
plats an eine Polymer- Verbindung die Bindung der an die Polymer- Verbindung zu kop- 
pelnden Liganden zu steuern vermag. Zudem soil die Konfiguration und Konformation 
des Templat als sogenannte Negativabbildung von den an die Polymer- Verbindung ge- 

15 koppelten Liganden gepragt sein, z.B. durch die Kopplung von bestimmten Liganden, de- 
ren molekulare GroBe und Konformation. Zudem soil die Negativabbildung als Informati- 
on uber die Konformation und Konfiguration des Templat dauerhaft oder kurzzeitig als 
sogenanntes Kurzzeit oder Langzeitgedachtnis an der Polymer- Verbindung von den an der 
Polymer- Verbindung gebundenen Liganden gepragt sein. Ebenso sollen die von den Li- 

20 ganden ausgebildeten Rezeptoren als Informationspreicher dienen. 

Die Aufgabe wird gelost durch den Hauptanspruch und den Nebenanspruch. Die 
Unteransprliche betreffen bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren 
an einer polymeren Verbindung, vorzugsweise an einer stabilisierten Oberflache derselben, 

25 mit Bindungsstellen zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch aktiven Substan- 
zen durch 

a) Immobilisierung von Templat-Molekulen, welche biologisch oder pharma- 
kologisch wirksame Verbindungen sind, an der polymeren Verbindung, 

b) Koppeln von reaktiven funktionellen Gruppen an die polymere Verbindung 
30 zur Bindung von Liganden unter physiologischen Bedingungen, 
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c) Bindung von Verbindungen als Liganden an die reaktiven Gruppen, 

d) vorzugsweise Stabilisierung der an den reaktiven Gruppen gebundenen benach- 
barten Verbindungen miteinander zur chemischen Stabilisierung der Liganden an der po- 
lymeren Verbindung und 

5 e) Ablosen der Templat-Molekule. 

Bevorzugterweise kann das erfindungsgemafie Verfahren I zur Bereitstelluhg von 
kunstlichen Rezeptoren an einer Polymer- Verbindung zur Bindung von biologisch oder 
pharmakologisch aktiven Substanzen, die ein Templat sind, vorzugsweise an stabilisierten 
Oberflachen einer polymeren Verbindung, das dadurch gekennzeichnet ist, dass 
10 a) eine Polymer- Verbindung zur Aminopropylierung mit einer Chlorpropyla- 

min gelost in MeOH in einem Warmeschritt, vorzugsweise in einem Mikrowellenreaktor 
mit 600 Watt 1 bis 4 min lang bestrahlt, bevorzugterweise weitere 4 min lang bestrahlt 
wird, und dann nach Waschung mit waCriger Essigsaure und aqua bidest getrocknet wird, 

b) die Polymer- Verbindung mit Aminopropyl-Gruppen zu Darstellung akti- 
15 vierten Polymer- Verbindung mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin 

gelost in MeOH bei RT 1 bis 24 stunden lang, inkubiert und nach einer Waschung mit 
ETOH luftgetrocknet wird, 

c) die Polymer- Verbindung zur Darstellung einer Polymer-Dendrimer- 
Verbindung mit einem dendritischen Polymer und Triethylamin gelost in MeOH bei RT 1 

20 bis 24 Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luftgetrocknet, 

d) die Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Darstellung aktivierter Polymer- 
Dendrimer- Verbindung und quantitativer Umsetzung von Aminen in Quadratsaureester- 
Derivate mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in MeOH bei 
RT 48 Stunden lang inkubiert und nach Waschung in EtOH luftgetrocknet, 

25 e) die aktivierte Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Darstellung von Cy- 

steamin-Gruppen tragender Polymer-Dendrimer- Verbindung mit Cysteaminhydrochlorid 
und Triethylamin bei RT 24 Stunden inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luft- 
getrocknet, 
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f) die Cysteamin-Gruppen tragende Polymer-Dendrimer- Verf>indung zur Dar- 
stellung von mit dem Templat verbundener Polymer-Dendrimer- Verbindung mit der 
Template Verbindung 60 min lang in PhosphatpufFer pH 6,5 bis 7,0 inkubiert, 

g) dann die mit dem Templat verbundene Polymer-Dendrimer- Verbindung zur 
5 Substitution noch vorhandener Quadratsaure-Gruppen an der Verbindung mit einer bicy- 

clischen Anhydrid- Verbindung in MeOH 1 bis 10 Stunden lang inkubiert, 

h) dann zur Abspaltung von N-Methylethanolamin und Aktivierung der An- 
hydridfiinktionalitaten der Ansatz auf einen pH- Wert von 5,0 eingestellt wird, 

i) dann eine Amino-Gnippen tragende Verbindung in den Ansatz zugegeben und 1 
10 bis 24 Stunden lang bei pH-7,5 zur Darstellung einer Templat-abhangigen Ligandenanbin- 

dung an die anhydridfiinktionelle Gruppen enthaltende mit einem Templat verbundene 
Polymer-Dendrimer- Verbindung inkubiert wird, 

j) der Ansatz zur Fixierung der Liganden unter Imidbildung zwischen der Anhydrid- 

Gruppe und der Liganden auf pH-Wert 9,5 eingestellt und 10 Stunden lang stehengelassen 
15 wird, 

k) nach einer Waschung des Ansatzes mit aqua bidest Zugabe von Mercap- 

toethanol im UberschuB zur quantitaven Enfernung von Templat- Verbindungen und eine 
Waschung des Ansatzes mit aqua bidest. 

Das erfindungsgemaCe Verfahren ermoglicht, dass die Immobilisierung von Tem- 
20 plat-Molekiilen mittels kovalenter Bindung oder nicht-kovalenter Bindung wie elektrosta- 
tischer Wechselwirkung z.B. ionen-Bindung, hydrophobe Bindung oder dergleichen,an 
der Oberflache der polymeren Verbindung durchgefuhrt werden kann. 

Ebenso ist es moglich, die Polymer-Dendrimer- Verbindungen bzw. deren Abkomm- 
linge mittels der erfindungsgemaBen Verfahren I und / oder Verfahren II zu herzustellen 
25 bzw. zu modifizieren. 

Hinzutretend kann das erfindungsgemafie Verfahren II zur Bereitstellung von kunst- 
lichen Rezeptoren an einer Polymer- Verbindung zur Bindung von biologisch oder phar- 
makologisch aktiven Substanzen, die ein Templat sind, vorzugsweise an stabilisierten 
Oberflachen einer polymeren Verbindung dadurch gekennzeichnet sein, dass 
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a) die Polymer- Verbindung zur Darstellung aktivierter Polymer- Verbindung 
mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in MeOH bei RT 1 bis 2 
Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit MeOH luftgetrocknet wird, , 

b) die aktivierte Polymer- Verbindung zur Erhohung der an der Pblymer- 
Verbindung gebundenen Amino-Gruppen mit Polyethylenimin in MeOH inkubiert und 
nach einer Waschung mit MeOH luftgetrocknet wird, 

c) dann die Polymer- Verbindung zur Darstellung hoch aktivierter Polymer- 
Verbindung mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in MeOH 
bei RT 1 bis 24 Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit MeOH luftgetrock- 
net wird, 

d) die hoch aktivierte Polymer- Verbindung zur Darstellung von mit glucosa- 
mindotierter Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung mit Glukosamin gelost in Me- 
OH bei RT 2 bis 12 Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luftge- 
trocknet wird, 

e) die mit glucosamindotierter Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung 
mit Cyclodextrin in Phosphatpuffer pH 6,5 bis 7,5 5 bis 10 min lang inkubiert, danach mit 
Phosphat puffer pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, dann 

f) die mit glucosamindotierter Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung 
zur Darstellung von Boronsauretemplate-Polymer- Verbindung mit einer Boronsaureester- 
Verbindung, an welche ein Templat gekoppelt ist, in Carbonat-Puffer pH 8,0 bis 9,0 5 
Stunden lang inkubiert und uberschussiges Boronsaureester- Verbindung durch Waschen 
mit Carbonat-Puffer entfernt wird, 

g) anschlieBend die Boronsauretemplate-Polymer- Verbindung zur kompetiti- 
ven Entfernung von Cyclodextrin- Schutzgruppen mit p-Toluolsulfonsaure in aqua bidest/ 
EtOH in einer Mischung von 90/10 (V/V) gewaschen wird, 

h) anschlieBend wird Boronsauretemplate-Polymer- Verbindung zur Templat 
gesteuerten Ligandenbindung mit einer Mischung mit einer oder mehreren Verbindungen 
als Liganden bei pH 7,5 10 bis 24 Stunden lang bei RT inkubiert, danach mit Phosphat- 
puffer pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, dann 
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die Boronsauretemplate-Polymer-Liganden-Verbindung zur Darstellung Polymer- 
Liganden- Verbindung mit einem Bindungsort als kiinstlicher Rezeptor fiir Templat ent- 
sprechende biologisch oder pharmakologisch wirksame Verbindungen bei pH-Wert auf 
4,0 bis 5,5 die Boronsauretemplat entfernt, danach mit Citratpuffer pH 6,5 bis 7,5 gewa- 
5 schen 

Bevorzugterweise konnen als Polymer- Verbindung Cellulosemembran, Glas, Kuiist- 
stoffoberflache, vorzugsweise Mikrotiterplatten, eine dendrimere Verbindungen, oder 
dendritische Polymere oder eine Lipidmembran mit OH-Gruppen verwendet werden. Als 
Verbindung eignen sich Aminosauren, Nukleotide, Nukleoside bei den erfindungsgemaBen 

10 Verfahren I und II Die Polymer- Verbindung kann eine Cellulose- Verbindung, wie ein 
Cellulosemembranfilter (Schleicher-Schull), sein. Als Templat- Verbindung eignen sich 
jegliche kleinmolekulare Verbindungen oder hochmolekulare wie Coenzym A, FarbstofFe 
(siehe Ausfuhrungsbeispiele) verwendet wird. 

Es zeigt sich, daB statt Schritt a) des Verfahrens II die Polymer- Verbindung zur 

15 Aminoprbpylierung nach Erhitzung auf 70 - 90° C mit methanolischer Brompropylphtha- 
limid-Losung in Gegenwart von NaOH 60 bis 120 min lang inkubiert und dann nach Wa- 
schung mit waBriger Essigsaure und aqua bidest getrocknet werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Bereitstellung von kiinstlichen Rezeptoren soil 
auch ohne Zeitverlust bedingt durch das Umfullen der durch Verfahren I und II substitu- 

20 ierten Poljrmer- Verbindung in hermetisch verschlossene GefaBen zwecks Vermeidung von 
Hydrolyse und Oxidation eine hinreichende Stabilisienmg derselben ermoglichen, was da- 
durch verwirklicht wird, dass die mit Schritt b des Verfahrens I aktivierte Polymer- 
Verbindung zwecks Uberprufung der Aktivitat der aktivierten Polymer-Dendrimer- 
Verbindung 1 bis 104 Wochen bei pH 5,5 bis 6,5 ohne Cyclodextrine und gar mehr als 

25 104 Wochen in Gegenwart von Cyclodextrin- Verbindung als Stabilisator bei RT stehen- 
gelassen werden kann. Ebenso ist eine Lagerung der aktivierten Polymer-Dendrimer- 
Verbindung von bis zu 104 Wochen und mehr Wochen bei einem pH-Wert gleich oder 
groBer 8 bis 9,0 bis 9,5 ohne Cyclodextrine ohne Auftreten von Hydrolyse der aktivierten 
Polymer-Dendrimer- Verbindung oder ohne deren Aktivitatsverlust moglich. 



BNSDOCID: <WO 0013016A2. I_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/13016 



PCT/DE99/02768 



7 

Unser neues Konzept unterscheidet sich grundlegend von dieser Vorgehensweise. 
Wahrend die oben beschriebene ,,Imprinting-Methode" nur irreversible Reaktionsschritte 
(Ausbildung der verschiedenen Bindestellen) enthalt, erlaubt unser System reversible che- 
mische Prozesse, die, im Gegensatz zur bekannten Methode, unter milden physiologi- 
schen Bedingungen ablaufen konnen. Es handelt sich hier also um ein „Reversibles Im- 
printing". Auch werden keine reaktiven monomeren Bausteine, wie z.B. Methacrylsaure, 
verwendet, sondern es steht ein unerschopflicher Pool von naturlichen oder synthetischen 
chemischen Verbindungen, wie z.B. Aminosauren, Oligopeptide, Nukleotide, als potenti- 
elle Liganden zur Verfugung. 

Das besondere hierbei ist, dass es sich um selbstoptimierende, supramolekulare Er- 
kennungssysteme handelt. Die molekularen Wechselwirkungen zwischen den interagieren- 
den Spezies sind zunachst grundsatzlich reversibel und treten in Konkurrenz zueinander. 
Erst durch diese essentielle Randbedingung kann sich das gesamte supramolekulare Er- 
kennungssystem den strukturellen Gegebenheiten anpassen und sich standig weiter ver- 
bessern. Nach einer (beliebig langen) Optimierungsphase werden dann durch einen sehr 
schonenden chemischen Prozess die supramolekularen Netzwerke fixiert. Auf diese Weise 
konnen hoher organisierte chemische Systeme mit - vom Wissenschaftler vorgegebenen - 
spezifischen Erkennungseigenschaften gebildet werden. 

Dieses neue Verfahren beinhaltet folgende Kernpunkte: % 

• Verwendung von Oberflachen als Kompartimente fur die supramolekularen Sy- 
steme. 

• Design und kontrollierte chemische Immobilisierung von Templat-Molekulen. 

• Belegung der Oberflache mit reaktiven funktionellen Gruppen, die reversible oder 
kovalente Fixierung von geeigneten Liganden unter physiologischen Bedingungen ermog- 
lichen. Unterschiedliche Liganden mussen um eine geeignete Bindestelle konkurrieren 
konnen. 

• Zugabe von monomeren oder oligomeren Baust einen (z.B. Aminosauren oder 
deren Derivate), die reversible chemische Reaktionen oder reversible supramolekulare Re- 
aktionen mit den zuvor fixierten reaktiven funktionellen Gruppen oder Templaten einge- 
hen konnen. Einstellung der Ordnungsparameter pH, Temperatur und Zeit zur optimalen 
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konkurrierenden Besiedlung der mit ausgewahlten Templaten dotierten Oberflache. Jetzt 
beginnt die Optimieningsphase zur Ausbildung der nicht-kovalenten Netzwerke zur opti- 
malen Anordnung urn die Template: Ausbildung hoher organisierter Systeme. Je starker 
die Interaktion zwischen den Templaten und Liganden ausgebildet wird, desto langer ist 
5 ihre Verweildauer im supramoiekularen Verband. Die reversiblen chemischen Reaktionen 
konnen so gewahlt werden, dass kooperative Effekte (nicht kovaiente Wechselwiricungen) 
einen starken Einfluss auf die reaktionskinetischen Parameter ausuben konnen. Die Bin- 
dungs- und Abspaltungsgeschwindigkeiten der Liganden werden durch das supramoleku- 
lare Netzwerk gesteuerL 
10 • Gegenbenenfalls eine chemische Fixierung der Liganden durch einen gezielten 

und schonenden chemischen Reaktionsschritt 

• Ablosung der Template durch einen weiteren chemoselektiven Schritt setzt 
kunstliche, auf der Oberflache verteilte Rezeptoren frei. 

Das folgende Schaubild (Abbildung I ) soil zunachst schematisch und daher in sehr 
15 vereinfachter Form das neue Verfahren verdeutlichen: 

Abbildung 1 : 

Stufe A.Gezielte Fixierung der Templat-Molekule an der Oberflache. 
Stufe B:Zugabe unterschiedlicher Liganden, die sich unter den Inkubationsbedin- 
gungen reversibel kovalent um die Templat-Molekule anordnen konnen. Diese Immobili- 
20 sierungsschritte sind streng reversibel und somit wird eine wichtige Konkurrenzsituation 
geschaffen. Diese Stufe kann man als Optimieningsphase bezeichnen. Die hervorgehobe- 
nen Striche symbolisieren die optimierte, supramolekulare Interaktion. Je optimaler die 
nicht-kovalente Interaktion, desto langer ist die Verweildauer der entsprechenden Ligan- 
den an der Oberflache Es kann durchaus die Situation entstehen, dass eine bestehende 
25 optimale Interaktion durch die Bindung eines weiteren Liganden suboptimal wird und die- 
ser Ligand dann durch einen anderen ersetzt werden muss, um eine starkere Wechselwir- 
kung im Verband zu schaffen. Hier wird deutlich, dass die Ligandenpopulation individu- 
elle Wechselwirkungen beeinflusst oder determiniert. 

Stufe C: Nach abgeschlossener Optimierung erfolgt eine chemische Stabilisierung 
30 der Liganden. Mit diesem Schritt wird der dynamische Prozess irreversibel gestaltet. Diese 
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chemische Fixierung des Ligandenarrangements ist eine wesentliche Vorbedingung fur die 
Konstruktion kunstlicher Rezeptoren. 

Stufe D: Nach der chemischen Fixierung der Liganden werden die Template gezielt 
entfernt und man erhalt eine Oberflache, in der kiinstliche Rezeptoren eingebettet sind. 
x Diese maflgeschneiderte Oberflache ist als ein optimiertes Supramolekul aufzufassen, in 
dem einzelne Rezeptoren verteilt sind. 

Bei unserem Verfahren wird eine Oberflache als Anker fur den dynamischen Im- 
printingprozess benutzt. Es kommen alle Oberflachen in Frage, die eine Funktionalisie- 
rungschemie gestatten, wie z.B. Zellulosemembranen, Glas, funktionalisierte KunststofFe 

10 oder Goldoberflachen. Auch der Auswahl von GroBe und Form der Oberflachenstrukturen 
sind keine Grenzen gesetzt. Es konnen planare Oberflachen, Beads, kolloidales Gold, 
Nanopartikel, Fullerene oder Oberflachen von Dendrimerstnikturen als Kompartiment be- 
nutzt werden Wir vermuten, dass Mikrostrukturen mit konkaven Kavitaten an Oberfla- 
chen eine besondere Bedeutung bei dieser Methode erlangen konnen. Die benutzte Ober- 

15 flache fur das „reversible Imprinting" besitzt mehr als nur eine Tragerfunktion. Es ist 
denkbar, diese Methode auf (in) Lipidmembranen, wie z.B. Liposomen oder anderen 
Grenzflachen einzusetzen. Hier konnen diese Einflusse eine dominierende Rolle bei der 
Ausbildung des supramolekularen Erkennungssystems ausuben. Der besondere Vorteil 
dieser neuen Technik liegt darin, dass sie in sehr kleinen Kompartimenten als auch auf sehr 

20. groBen Oberflachen anwendbar ist. 

A) Preparation von Oberflachen zur gezielten Verankerung von Templat- oder 
Matrizenmolekulen 

Fur die gezielte Verankerung von Matritzenmolekulen, sowie von reaktiven zu re- 
versiblen chemischen Reaktionen befahigten Gruppen, an Oberflachen, wie z.B. Zellulose, 
25 sind inzwischen geeignete, sehr schonende Verfahren entwickelt worden. Mit Hilfe dieser 
neuen Methoden ist es zunachst moglich, Aminofiinktionalitaten in kontrollierter Weise 
auf (Zellulose)oberflachen zu erzeugen (K.-H. Glusenkamp, Patentanmeldung 1996 
„Verfahren zur chemischen kontrollierten Modifiziening von Oberflachen sowie von Acyl- 
und/oder Hydroxyl-Gruppen tragenden Polymeren" DE 196 24 990.2). 
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Fur die gezielte Verankerung von Funktionalitaten, Liganden und Biomolekiilen mit 
den vorher eingefuhrten Aminogruppen ist ein sehr schonendes und bisher nicht bekanntes 
Kopplungsverfahren erarbeitet worden. (K.H Glusenkamp and G. Eberle-Adamkiewicz, 
Patent: Immobilising of Biomolecules and Affinity Ligands on Polymer Carriers with 
5 Quadratic Acid Derivatives. Ger Offen., DE 4341524 C2, 93 1206 (Priority Date), 9701 16 
(International Date)") Aus diesen Druckschriften geht hervor, dass diese Methode eine 
stabilen Verankerung von Proteinen und Liganden auf Oberflachen, wie z.B. Membranen 
erlaubt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden weitergehende Eigenschaften dieser 

10 Methode gefiinden, die einen weiteren uberraschend einfachen Weg zu neuartigen reakti- 
ven Oberflachenstrukturen ermoglicht. Diese so aktivierten Oberflachen fuhren uberra- 
schenderweise zu einer weiteren Weg, urn kunstliche Rezeptoren zu generieren. 

Die Imprinting-Prozesse sollen, wie oben beschrieben, unter physiologischen Bedin- 
gungen v also in wasserigen Systemen stattfinden. Somit ist die Kenntnis uber die Reakti- 

15 vitat gegeniiber den Liganden und liber mogliche unerwunschte Konkurrenzreaktionen der 
aktiven Komponenten wahrend der Imprinting-Prozesse von groBer Wichtigkeit ist. Diese 
Reaktivitat wird ausgenutzt, um die Liganden um ein Templatmolekiil, nach erfolgter su- 
pramolekularer Optimierungsphase, chemisch uber Amidbindungen zu fixieren. Die uner- 
wunschte Konkurrenzreaktion zur Ligandenfixierung ist die Hydrolyse der Quadratsauree- 

20 ster zu Quadratsaure. Diese Untersuchungen zur chemische Stabilitat der aktivierten 
Gruppen in wasserigen Systemen in Abhangigkeit vom pH-Wert ergaben nun ein uberra- 
schendes Reaktionsverhalten. Bei pH 9.0 hydrolisierten in 24 h etwa 50 % der aktiven 
Gruppen. Nach Extrapolation der Hydrolysedaten bei pH 5.5-6.0 hydrolisierten in 3 Jah- 
ren nur 25 % der aktivierten Quadratsaureestergruppen (S. Tabelle 1, Abschnitt Ausfiih- 

25 rungsbeispiele). Diese Daten wurden bei 37°C ermittelt. Bei Raumtemperatur oder bei 4° 
C ist die Hydrolyse noch entsprechend langsamer. Die gewunschte Ligandenfixierung ist 
per se (ohne supramolekulare Wechselwirkung) 10-100 mal schneller als die Hydrolyse 
(bei gleichen experimentellen Bedingungen) Durch supramolekulare Wechselwirkung von 
entsprechenden Liganden ( z.B. arom. Amino sauren aus einem Cocktail der 20 naturlichen 

30 Aminosauren) wird die Bereitschaft zur Fixierung der Liganden (Amidbindung) weiter be- 
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schleunigt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist um so schneller, je optimaler die supramole- 
kulare Liganden-Assoziation sich ausgepragt hat. Es handelt sich hier um einen extrem 
nicht-Iinearen kinetischen Fixierungsprozess, bei der NachbargmppenefFekte eine bedeu- 
tende Rolle spielen. Durch die induzierte raumliche Nahe von Aminogruppen der entspre- 
5: chenden Liganden mit den reaktiven Gruppen wird ihre chemische Reaktion stark be- 
schleunigt. Diese neue Vorgehensweise eroffhet die Moglichkeit, kombinatorische Tech- 
niken zur Generierung und Optimierung von kunstlichen Rezeptoren heranzuziehen. 
Durch die groBe Zahl von moglichen Ordnungsparametern (pH, Temperatur, Art und 
Struktur der Oberflache und Zusammensetzung des Ligandencocktails, Anwendung von 
10 Parameter-Zeit Gradienten usw.) bieten sich z.B. mikrotiterplatten-gestutze Optimie- 
rungsverfahren an. 

Eine weitere Vorbedingung fur den Imprinting-Prozess ist eine Fixierung von Tern- 
platmolekulen, wie z.B. Nukleoside, Hormone etc. Diese Fixierung kann eine physikali- 
sche Adsorption als auch eine kovalente Fixierung sein. Die Kopplungschemie bzw. Ad- 

15 sorptionsprozesse mussen so gewahlt werden, daB nach erfolgter Imprinting-Reaktion die 
Template schonend und chemoselektiv abgespalten werden konnen. Es sind verschiedene 
Varianten erarbeitet worden, um Template auf der Oberflache zu fixieren. Als uberra- 
schend positiv erwiesen sich Boronsaure-Derivate (Abbildung 2). Allerdings war es in ei- 
nigen Fallen notig, eine Schutzgruppenstrategie fur die aminreaktiven Gruppen auf der 

2a Oberflache zu entwickeln, da z.B. die Fixierung eines Arylboronsauretemplates mit z.B. 
einer Zellulosemembran einen pH von mindestens 8.5 erfordert (Abbildung 2). 

Dieser pH-Wert fuhrt schon zu einer nicht gewunschten Hydrolyse der aktivierten 
Quadrat sauregruppen. Die Losung dieses Problems konnte durch Applikation von Cyclo- 
dextrinen im Reaktionsmedium gelost werden. Uberraschendenveise bildeten sich Qua- 

25 dratsaureester-Cyclodextrin Wirt-Gast-Systeme aus, die eine ausreichende Schutzfunktion 
gegenuber Hydrolysereaktion ausubten. Selbst bei Applikation von 1.0 Molarer NaOH 
wurden die reaktiven Gmppen vor Hydrolyse geschutzt. Nach erfolgter Fixierung der Bo- 
ronsaureester konnen die Cyclodextrine durch Kompetition mit z.B. p-Toluosulfonsaure 
oder anderen Wirten abgelost und somit einfach entfernt und fur den Imprinting-Prozess 

30 reaktiviert werden. Fur Imprintingprozesse unter physiologischen Bedingungen ist es von 
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Vorteil sterile Komponenten einzusetzen. Wahrend Losungen ohne weiteres sterilfikriert 
werden konnen, ist dies bei festen Phasen, wie z.B. Zellulosemembranen nicht moglich. 
Uberraschenderweise war es moglich, Quadratsaureaktivierte Oberflachen wie z.B, funk- 
tionalisierte Glasoberflachen zu erhitzen, ohne dass dabei ein Aktivitatsverlust zu beob- 

5 achten war. Dieses eroffhet die nicht vorherzusehende Moglichkeit, aktivierte Oberflachen 
beliebig lange chemisch zu konservieren (lange Lagerzeiten in wassrigen Systemen) Die 
Schutzfiinktion der Cyclodextrine ist aber nicht nur auf Quadratsauregruppen, sondem 
auch auf Maleinimide, Azlactone, SPDP-Gruppe , Vinylsulfone, Immidester wie z.B 
Succinimide etc. anwendbar, wenn entsprechende modifizierte Cyclodextrine eingesetzt 

10 werden, die optimale Wirt-Gast-Systeme ausbilden. 

B) Reduplizierung von aktiven Gruppen zur Erhohung der Kapazitat und Ligan- 
dendichte, 

sowie Veranderungen von Oberflachengeometrien. 

Diese erarbeitete Methode erlaubt auch in schonender Weise Dendrimere auf Ober- 
15 flachen zu immobilisieren. Wir haben diese hochverzweigten Molekule als Oberflache fur 
den dynamischen Imprintingprozess ausgewahlt, da Verzweigungsgrad und Generation 
dieser inzwischen kommerziell erhaltlichen Makromolekule (Dendritec, USA) die Anzahl 
und Dichte der funktionellen Gruppen an der Oberflache des Dendrimers bestimmen. 

Abbildung 3 zeigt beispielhaft immobilisierte Dendrimere auf Oberflachen. Das „D" 
20 reprasentiert das Dendrimermolekul, auf dem 63 Aminogruppen radialsymmetrisch ver- 
teilt sind. Diese noch verbleibenden Aminogruppen (eine Aminogruppe wird fiir die Ver- 
kiipfung mit der Oberflache benutzt) konnen fiir die Immobilisierung der Templatmolekule 
bzw. der funktionellen Gruppen fur die reversible Ligandenanbindung eingesetzt werden. 
Diese Reduplizieningsstrategie fiir fiinktionelle Gruppen ist fur beliebige Polyamine, wie 
25 z.B. Polyethylenimin, Polyvinilimmin, Chitosan, Polylysin etc. anwendbar. 

AuBerdem konnen beliebige Ausfuhrungsformen von Oberflachen wie z.B. amino- 
funktionalisierte Mikrotiterplatten, aminofunktionalisierte Goldoberflachen, aminofunktio- 
nalisiertes Glas, aminofunktionalisierte Kohlenstoff (Elektroden, Nanopartikel), amino- 
funktionalisierte Magnetpartikel etc. Diese Moglichkeit, Aminogruppen auf Oberflachen 
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zu reduplizieren, ist eine wichtige Voraussetzung zur Herstellung von kiinstlichen Rezep- 
toren mit hohen Ligandendichten. 

So ist es moglich, bisher nicht bekannte aktivierte Oberflachenstrukturen herzustel- 
len. Abbildung 4 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt von einer Oberflache, mit einer hohen 
5 ? Dichte an chemisch reaktiven Quadratsauresterguppen. Diese reaktive Oberflache eignet 
sich uberraschenderweise gut, um Membranen mit hoher Dichte an kiinstlichen Rezepto- 
ren, nach dem oben beschriebenen Imprintingverfahren zu erzeugen. 

C) Reversible Ligandenaustauschreaktionen und irreversibler Reaktions- 
schritt zur Fixierung des Ligandenarrangements 
10 Eine wichtige Bedingung zur Venvirklichung des neuen Konzeptes zu selbstopti- 

mierenden supramolekularen Strukturen ist Fahigkeit zur kontrollierten, reversiblen che- 
mischen Reaktionsfiihrung. Diese neuartige reaktive Schutzgruppen sind entwickelt wor- 
den, um neue Prodrugs fur die Chemotherapie maligner Tumoren herzustellen (K.-H Gu- 
senkamp. Neue bicyclische Anhydride, Verfahren zu ihrer Herstellung, ihre Verwendung 
15 als pH-labiles sowie enzymatisch induziert abspaltbares Maskierungsmittei, Immobilisie- 
rungs- und Transportmittel fur aktive WirkstofFe. Deutsche Patentanmeldung, 1993 ). 

Das besondere an diesen Strukturen ist die Moglichkeit, durch Auswahl von Schlus- 
selsubstituenten die Reaktionsfahigkeit zu modulieren Die Abbildung 5 zeigt diese Ver- 
bindungsklasse hochsubstituierter bicyclischer Anhydride. Diese bicyclischen, rigiden 
20 chemischen Strukturen bestehen aus drei wichtigen Strukturelementen (sihe Abbildung 5) : 

1 . aus einer Anhydridfunktionalitat, 

2. aus ausgewahlten Substituenten, die einen kontrollierten Einfluss auf die Re- 
aktivitat ausuben, 

3. aus einer Kopplungsgruppe, die eine chemoselektive Verknupfung z.B. mit 
25 den Endgruppen des Dendrimers erlaubt. 

Uberraschenderweise stellten wir fest, dass bei pH 6-7 das Anhydrid und nicht die 
Dicarbonsaure als reaktive chemische Spezies in Wasser dominiert. Unter physiologi- 
schen Bedingungen reagieren Amine wie z.B Aminosauren zu Carboxyamide und es stellt 
sich eine chemisches Gleichgewicht zwischen Anhydrid und Carboxyamid ein. Reaktions- 
30 kinetische Experimente zeigen, dass die Reaktion zum Carboxyamid unter physiologischen 
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Bedingungen reversibel verlauft. Durch Veranderung der funktionellen Gruppen kann die 
Lage des Gleichgewichtes und die Reaktionsgeschwindigkeit beeinflusst werden. Diese 
groBe Reaktivitatsvielfalt der unterschiedlichen substituierten bicyclischen Carboxyamide 
ermoglicht die Auswahl geeigneter Funktionalitaten ftir ein reversibles Imprintingverfah- 
5 ren Die Lage des Gleichgewichtes kann durch die Temperatur, Konzentration der Ligan- 
den und pH-Wert beinflusst werden. 

Die Moglichkeit der gezielt reversiblen Reaktionsfuhrung ist eine notwendige, aber 
nicht hinreichende Bedingung fur die Realisierung unseres Konzeptes. Ein weiterer 
Schritt, namlich die chemische Fixierung des Ligandenarrangements, ist notwendig, um 

10 physikalisch-chemisch stabile Rezeptoren zu generieren. Uberraschenderweise entdeckten 
wir einen weiteren Reaktionsweg der bicyclischen Carboxyamide. Wird der pH-Wert der 
wassrigen Losung auf 8.5 bis 9.5 angehoben, setzt eine irreversible Imidbildung ein. Au- 
sserdem wird unter diesen Bedingungen die Riickreaktion zum Anhydrid gestoppt und es 
konnen keine Liganden mehr abgespalten werden. In Abbildung 5 ist diese Reaktionsfoige 

15 beschrieben. Diese so gebildeten Imide sind unter physiologischen Bedingungen stabil. 

Abbildung 7 soli zusammenfassend, ohne dass eine Beschrankung das Prinzip des 
reversiblen Imprintings an einem konkreten chemischen Beispiel deutlich machen. Das 
Templatmolekul wird zunachst unter kontrollierten Bedingungen mit dem Dendrimer ko- 
valent verknupft. Die Chemie ist so gewahlt, dass nach erfolgter Fixierung des Liganden- 

20 arrangements eine gezielte Abspaltung, z.B. durch Mercaptoethanol, moglich wird. Die 
bicyclischen Anhydride werden uber eine Seitenkette gezielt mit den noch verbleibenden 
Aminogruppen stabil verknupft. Dann konnen Liganden ( z.B. Aminosauren, Oligopeptide 
und Peptidfragmente) mit den Anhydridfunktionalitaten reversibel zu Carboxyamiden rea- 
gieren. Die Reaktionsbedingungen hierfiir sind so zu wahlen, dass kooperative Effekte 

25 zwischen Liganden und Templaten (und zwischen den verschiedenen Liganden) das reak- 
tionskinetische Netzwerk zur Bildung des thermodynamisch stabilsten Ligandenarrange- 
ments veranlassen konnen. Nach erfolgter Formierung des Supramolekiils wird dann 
durch einen pH-Schift auf 8.5-9.5 die Imidbildung eingeleitet (s. Abbildung 6 ). SchlieOlich 
konnen mit disulfidspaltenden Reagenzien die Template von der Dendrimeroberflache ab- 

30 gelost werden. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren I ermoglicht durch die Kopplung einer bicy- 
clischen Anhydrid-Verbindung an die mit dem Templat verbundene Polymer-Dendrimer- 
Verbindung und Aktivierung der Anhydridfunktionalitat, daB die z.B. Aminosauren als 
Liganden an das an die mit dem Templat verbundene Polymer-Dendrimer-Verbindung ge- 
koppelte Anhydrid-Derivat reversibel physiologischen Bedingungen wie pH-Wert 7 ge- 
bunden wird. Das an die Polymer- Verbindung gekoppelte Templat, welches einer biolo- 
gisch oder pharmakologisch wirksamen Verbindung zumindest teilweise in Bezug auf 
Konformation und Konfiguration entspricht, bestimmt das Ausmafl der Bindung, den Bin- 
dungsort des Liganden und die Liganden als solche. Zudem dient das Templat ist also die 
Vorlage fur die reversible verbindung der Liganden. 

Die als Negativabbildung des Templat an Anhydrid- Dendrimer- Verbindung gekop- 
pelten Liganden geben die Konfiguration und Konformation des Templats an. Diese In- 
formation kann kurzzeitig bei pH 7als Kurzzeitgedachtnis sein oder, falls der pH-Wert auf 
8,5 gesteigert wird, eine irreversible Imidbindung^ auch genannt chemisch Fixierungs- 
schritt oder Stabilisierungschritt genannt, hervorrufen. Die irreversible Imidbindung ist 
dauerhaft und steht einer langzeitig gesicherten Information uber das Templat als Lang- 
zeitgedachtnis gleich Die Informationsteuerung kann erfolgen mittels Variation der Inku- 
bationsbedingungen mit Liganden, wie Zeit, Inkubationsdauer, Temperatur, pH. So kdn- 
nen zum Beispiel bei Anderung der Temperatur bereits gekoppelte Liganden L 4, die zu 
einer Kopplung von L5 fuhrten, durch Liganden L9 bei pH 7 verdrangt und diese das 
Koppeln der L10 ermoglichen, so dafi wie bei einem elektronischen Datenspeichergerat 
bzw. Datenspeicher die zu speicherade Information quasi uberschrieben und hierdurch ge- 
andert werden kann. 

Eine Loschung -als Teilloschung- der als reversible Bindung der Liganden bereitge- 
stellten Information erfolgt durch Senken des pH der Inkubation mit Liganden auf zum 
Beispiel 5,0 zu Rezyclisierung des an Polymer-Dendrimer-Verbindung gekoppelten 
Dedrimers Ebenso kann eine vollstandige Loschung - Vollloschung- der Information er- 
folgen, durch Losen des Templat von der Polymer-Dendrimer-Verbindung, indem die auf 
z.B elektrostatischer Wechselwirkung beruhenden Bindung wie Ionen-Bindung, hydro- 
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phobe Bindung oder dergleichen, des Templat durch Anderung von Zusammensetzung 
und / oder Konzentration des Inkubatinsansatzes geandert wird. 

Durch die Moglichkeit der Kurzzeit-, Langzeitspeichening, der Teil- und Voll- 
Loschung von Informationen werden durch die erfindungsgemaBen Verfahren I und II ein 
5 chemischer Datenspeicher bereitgestellt, welcher ebenso Informationen, auch in digitali- 
sierter Form, zu erfassen vermag. 

Das erfindungsgemaBen Verfahren II betrifft vielmehr die irreversible in Abhangig- 
keit von dem Templat erfolgende Kopplung von Liganden an Polymer-Dendrimer- 
Verbindungen, wobei Cyclodextrine, pH, Konzentrationen, Temperatur, Inkubationsdau- 
10 er, Zusammensetzung von Inkubationen als Schutzgruppen ebenso Reaktionen zu steuern 
vermogen. 

Ausfiihrungsbeispiele 

Beispielhaft sollen Imprintingexperimente auf Zellulosemembranen und aminofiink- 
tionalisierten Mikrotiterplatten- Wells dargelegt werden, ohne dass eine Beschrankung der 
15 Erfindung erfolgen soli. Als vorteilhaft haben sich Papiermembranen der Firma Schld- 
cher&Schiill (Durchmesser 6 mm, Einzelgewicht 2 mg) bewahrt, da diese in Mikrotiter- 
platten eingelegt werden konnen. Fur die Experimente von aminofiinktionalisierten Mi- 
krotiterplatten sind die Produkte der Firma Costar benutzt worden. 

LHerstellung von iunktionalisierten Oberflachen aus Voraussetzung zur 
20 kontrollierten Verankerung von Templat- und Ligandenmolekiilen 

1 Herstellung von aminofiinktionalisierten Zellulosemembranen 
a) Aminopropylierung von Zellulosemembranen 

500 Scheiben 595 Membranfilter (Schleicher&Schuell), Durchmesser 6 mm, werden 
in einem entsprechenden flachen Glasreaktor in 3 % NaOH (H 2 0:MeOH = 4:1) innerhalb 

25 von 15 min auf 70° - 90° C erhitzt und anschlieBend 2.0 g (0.007 Mol) 3- 
Brompropylphthalimid, gelost in 20 ml MeOH in 3 Portionen iiber einen Gesamtzeitraum 
von 60 Min dazugegeben. Nach weiteren 30 min wird 5 g Ammoniumsulfat hinzugefugt 
und fur weitere 30 min erhitzt. Danach wird die Membran zuerst in 2 % Essigsau- 
reAVasser und dann mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

30 b) Mikrowellen-gesteuerte Aminopropylierung von RC-55-Membranen 
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500 Scheiben 595 Membranfilter (Schleicher&Schuell), Durchmesser 6 mm, werden 
in eiriem entsprechenden flachen Glasreaktor in 3 % NaOH (H 2 0:MeOH = 4:1) 1 min 
unter einer Argonatmosphare in einem Mikroprozessor-gesteuerten Mikrowellenreaktor 
(MLS- 1200 mega) mit 600 W und einer Frequenz von 2,45 Ghz bestrahlt und anschlie- 
5 - Bend 2 0 g (0.015 Mol) 3-Chlorpropylamin, gelost in 20 ml MeOH dazugegeben und 
weitere 4 min bestrahlt. Danach wird die Membran zuerst in 2 % Essigsaure/Wasser und 
dann mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

2. Herstellung von quadratsaureaktivierten Zellulosemembranen 

a) Aktivierung von Aminopropylzellulose 
10 500 Scheiben 595 3-Aminopropyl-MembranfiIter (Schleicher&Schuell), werden in 

einem Methanolbad (flacher Glasbehalter) mit 0.17 g (0.001 Mol) Quadratsauredimethyle- 
ster und 0. 1 56 g (0.002 Mol) Triethylamin versetzt und das Bad 10 h bei Raumtemperatur 
leicht auf ein Schuttler bewegt. Danach werden die Membranen mit Alkohol gewaschen 
und luftgetrocknet. Kapazitat: 80 nMol Quadratsauregruppen/Scheibe. 
15 b) Einfuhrung von Polyethylenglycol-"spacer" 

500 Scheiben 595 Rundfilter (Durchmesser 6 mm, Schleicher&Schuell), werden in 
einem Methanolbad mit 0.5 g (0.002 Mol) Polyethylenglycol-diamin (mittleres Moleku- 
largewicht 230 g/Mol) und 0.156 g (0.002 Mol) Triethylamin versetzt und das Bad 10 h 
bei Raumtemperatur leicht auf ein Schuttler bewegt. Danach werden die Filter mit Alko- 
20 hoi gewaschen und luftgetrocknet. 

c) Aktivierung der entstandigen Aminogruppen mit Quadratsaurediethylester 
500 Scheiben Rundfilter (Durchmesser 6 mm, Schleicher&Schuell), werden in einem 
Methanolbad (100 ml) mit 0.17 g (0.001 Mol) Quadratsaurediethylester und 0.156 g 
(0.002 Mol) Triethylamin versetzt und das Bad 10 h bei Raumtemperatur leicht auf ein 
25 Schuttler bewegt Danach werden die Filter mit Alkohol gewaschen und luftgetrocknet. 
Mit Hilfe von Fluorescein-markiertem Serumalbumin (BSA) wurde die Beladungskapazi- 
tat der aktivierten Membranen bestimmt. Bei einer Proteinkonzentration von 3 mg/ml 
konnte pro Rundmembran bis 50 pg Protein bei pH 8.5 Borat-PufFer innerhalb von lOh 
immobilisiert werden. 

30 3 Herstellung von dendrimerfimktionalisierten Zellulosemembranen 
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a) Immobilisiening von Starburst Dendrimer Generation 4 (Fa. Aldrich) 
300 3-Aminopropyl-Membranfilter (unter 2 a hergestellt) (Schleicher&Schuell), 

werden in einem Methanolbad (flacher Glasbehalter) mit 0.3 g (0.02 mMol) Dendrimer 
Generation 4 (MG: 1425 g/Mol) und 0.156 g (0.002 Mo!) Triethylamin versetzt und das 
Bad 24 h bei Raumtemperatur leicht auf ein Schuttler bewegt. Danach werden die Mem- 
branen mit Alkohol gewaschen und luftgetrocknet. 

b) Aktivierung der entstandigen Aminognippen mit Quadratsaurediethylester 
200 Rundfilter (unter 3 a hergestellt, Durchmesser 6 mm, Schleicher&Schuell), 
werden in einem Methanolbad (100 ml) mit 0.17 g (0.001 Mol) Quadratsaurediethylester 
und 0.156 g (0.002 Mol) Triethylamin versetzt und das Bad 48 h bei Raumtemperatur 
leicht auf ein Schuttler bewegt. Danach werden die Filter mit Alkohol gewaschen und 
luftgetrocknet. Mit Hilfe von Fluorescein-markiertem Serumalbumin (BSA) wurde die 
Beladungskapazitat der aktivierten Membranen bestimmt. Bei einer Proteinkonzentration 
von 3 mg/ml konnte pro Rundmembran bis 500 jig Protein bei pH 8.5 Borat-Puffer inner- 
halb von 24h immobilisiert werden. Dies ergibt eine Kapazitatserhdhung (Proteinimmoili- 
sieung) gegenuber den unter 2c hergestellten Membranen um den Faktor von 10. Die Be- 
ladungsdichte an Quadratsaureendgruppen betragt 3.2jiMoI/Scheibe. 

b) Dotierung der Dendrimeroberflache mit Cysteamingruppen zur rever- 
siblen kovalenten Verkntipfung von Templat-Molekulen iiber Disulfidgnippen 

100 Scheiben Rundfilter (unter 3 b hergestellt, Durchmesser 6 mm, Schlei- 
cher&Schuell), werden in einem Methanolbad (100 ml) mit (0.003 mMol) Cysteaminhy- 
drochlorid und 0.05 g Triethylamin versetzt und das Bad 48 h bei Raumtemperatur leicht 
auf ein Schuttler bewegt. Danach werden die Filter mit Alkohol gewaschen und luftge- 
trocknet. Die Reagenzien sind so bemessen, daB nicht mehr als 1/10 der moglichen Qua- 
dratsauregruppen reagieren konnen. 

4. Funktionalisiening von Mikrotiterplatten-Oberflachen 

a) Quadratsaurefiinktionalisierung der Oberflache 
10 Platten (980 Wells) der Fa. Costar werden mit einer 0.05%igen Losung von 
Quadratsaurediethylester und Trietylamin in MeOH (100 nl/Weil) fiir 2 h versetzt. Danach 
wird intensiv mit MeOH gewaschen und luftgetrocknet. 
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b) Kapazitatserhoung der Kunststoffoberflache durch Reduplizierung der 
funktionellen Gruppen 

5 Platten (unter 4 a hergestellt) werden mit einer 0.05%igen Losung von Polyethy- 
lenimin (Fa. Sigma, Mg: 1 0000) in MeOH ( 1 OOpl/Well) fur 24 bei Raumtemperatur inku- 
5i. biert Danach wird intensiv mit MeOH gewaschen und luftgetrocknet. Durch diese Vor- 
gehensweise konnte die Konzentration der verfugbaren Aminogruppen AVell urn den 
Faktor 20 gesteigert werden. 

c) Quadratsaurefunktionalisierung der mit Polyethylenimin kovalenten do- 
tierten Oberflache 

10 3 Platten (unter 4 b hergestellt) werden mit einer 0 05%igen Losung von Quadrat- 

saurediethylester (Fa. Aldrich) in MeOH (lOOjil/Well) fur 24 bei Raumtemperatur inku- 
biert. Danach wird intensiv mit MeOH gewaschen und luftgetrocknet. Durch diese Vor- 
gehensweise konnte die Konzentration der verfugbaren Quadratsauregmppen /Well um 
den Faktor 20 gesteigert werden. 
15 d) Dotierung der Oberflache mit Glukosamin zur reversiblen kovalenten Ver- 

ankerung von Boronsauretemplaten 
2 Platten (unter 4 c hergestellt) werden mit einer 0.01%igen Losung von Gluko- 
samin in MeOH versetzt (100 jil/Well). Nach 12 h wird intensiv mit Alkohol gewaschen 
und luftgetrocknet Die Reagenzien sind so bemessen, daB nicht mehr als 1/10 der mogli- 
20 chen Quadratsauregmppen reagieren konnen. 

5. Stabilitatsuntersuchungen (Hydrolyseexperimente) von reaktiven Quadratsaure- 
v gruppen auf Zellulose-Oberflachen in 20% Ethanol/Wasser (37°C) bei pH 5.5 bis pH 9.5 
Fur diese Experimente wurden jeweils 100 Membranen (unter 2a hergestellt) in 20 
ml Puffer (100 mM Citrat/20% Ethanol pH 5.5, 20 mM Phosphat/20% Ethanol pH 6.5, 
25 PBS/20 %Ethanol pH 7.0, Cabonat/20% Ethanol pH 8.5 und 30 mM Borat/20% Ethanol 
pH 9.3) gegeben und bei 37° inkubiert. 

Fur eine Woche jeden Tag, danach wochenweise wurden jeweils etwa 20 Membra- 
nen entnommen und die Puffer durch Filtration entfernt. Die Membranen wurden jeweils 
mit 2 ml Cytochrom C-L6sung (Img/ml; 100 mM Borat; pH 9.3) fur 6 h versetzt und so 
30 die Kopplungsgeschwindigkeit bzw. Kapazitat ermittelt. 
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Die Membranen in 30mM Borat/20% Ethanol zeigten nach 72 h Inkubation einen 
Aktivitatsverlust gegeniiber den Kontrollen von etwa 50%. Die Membranen, die in Carbo- 
nat pH 8.5 inkubiert wurden, zeigen diesen Aktivitatsverlust erst in etwa 2 Wochen. Die 
Inkubation bei pH 7.0 fuhrte erst nach 6 Monaten zu eiriem messbaren Aktivitatsverlust 
von etwa 30-50 %. Dagegen fiihrten die Inkubation bei 6.5 und pH 5.5 in der Zeitspanne 
zu keinem messbaren Aktivitatsverlust. 

6 Imprintingexperimente mit Phenylboronsaure in Mikrotiterplatten 

Eine Platte mit (Hergestellt unter 4 d) glucosamindotierter Oberflache wurde zu- 
nachst mit einer Losung von 0.01 % von B-Cyclodextrin in PBS fur 10 min inkubiert. 
Danach wurde intensiv mit PBS gewaschen und dann eine 0.1 %ige Losung von Fluo- 
rescein-Boronsaure (s. Abb. 2, Beschreibung) in Carbonat pH 8.6 fur 5 h appliziert. Da- 
nach wurde der nicht gebundene FarbstofF durch Waschen mit Carbonat-PufFer entfernt 
und anschlieBend eine 0.1%ige Losung von p-ToluolsuIfonsaure in Wasser/Ethanol 
(90: 10) dazugegeben, um die Cyclodextrinschutzgruppen kompetitiv zu verdrangen. 

Ein, Cocktail der 20 nattirlichen Aminosauren (jeweils 10 mMolar, pH 7.5, 0.2 % 
Azid) wurde dann fur 24 h appliziert, um eine templatgesteuerte Ligandenanbindung zu 
induzieren Nach beendeter Ligandenfixierung wurde intensiv mit PBS gewaschen und 
dann der pH auf 4-5 (citratpuffer) gestellt, um die Boronsaure-Template abzulosen. Dieser 
Vorgang ist mit Hilfe der UV-Spektroskopie zu beobachten und erforderte in diesem Fall 
8 h Als Kontrollexperiment wurde eine Platte behandelt, die nicht mit fluoresceinboron- 
saure behandelt war. Die Bindungskapazitat der einzelnen Wells war mit 2 nMolAVell sehr 
einheitlich und wurde mit Carboxyfluorescein als Ligand UV-spektroskopisch bestimmt. 
Die Kontrollplatte zeigte keine einheitlichen Bindungseigenschaften 

7. Imprintingexperimente mit dendrimerfunktionalisierten Zellulosemembranen 

10 Rundfilter der cysteamindotierten Zellulosemembranen (unter 3b hergestellt) 
wurden mit 200nM Coenzym A (Fa. Aldrich) in PBS fur 1 h behandelt. Diese Prozedur 
fuhrte zur quantitativen Immobilisierung von Coenzym A via Disulfidgruppen. Das bicy- 
clische Anhydrid-Derivat (s Abbildung 8) wird dann (50 mM in MeOH) fur 10 h auf die 
Rundfilter gegeben 
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Die noch verbliebenen Quadratsauregruppen wurden so quantitativ substituiert. Da- 
nach wurde ftir 1 h der pH-Wert auf 5 0 abgesenkt, urn N-Methylethanolamin abzuspal- 
ten. Dadurch wurden die Anhydridfiinktionalitaten reaktiviert. Ein Cocktail der 20 naturli- 
chen Aminosauren (jeweils 10 mMolar, pH 7.5, 0.2 % Azid) wurde dann fur 24 h appli- 
5 ziert, urn eine templatgesteuerte Ligandenanbindung zu induzieren. Nach beendeter Li- 
gandenbindung wurde dann der pH fur 10 h auf 9.5 gestellt, um die Liganden als Imid zu 
fixieren (s. Abbildung 6). Als Kontrollexperiment wurden Zellulosemembranen behandelt, 
auf die nicht Coenzym A immobilsiert worden ist. Durch behandlung mit DTT oder Mer- 
captoethanol wurden quantitativ die Templat-Molekule abgespalten und durch Auswa- 
10 schen mit Puffer entfernt. Die Bindungskapazitat der einzelnen Membranen war mit 1 
nMol/Scheibe einheitlich und wurde mit einem Coenzym A-N-Ethyl-Maleinimid-Addukt 
als Ligand UV-spektroskopisch bestimmt. Die Kontrollscheiben zeigten keine einheitli- 
chen Bindungseigenschaften 

15 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung, vorzugsweise an einer stabilisierten Qberflache derselben, mit Bindungsstellen 
zur Bindung von biologisch oder pharmakologiseh aktiven Substanzen durch 

c) Immobilisierung von Templat-Molekulenj welche biologisch oder pharmakologiseh 
wirksame Verbindungen sind, an der polymeren Verbindung, 

d) Koppeln von reaktiven funktionellen Gruppen an die polymere Verbindung zur Bin- 
dung von Liganden unter physiologischen Bedingungen, 

c) Bindung von Verbindungen als Liganden an die reaktiven Gruppen, 

d) vorzugsweise Stabilisiening der an den reaktiven Gruppen gebundenen benachbarten 

Verbindungen miteinander zur chemischen Stabilisiening der Liganden an der poly- 
meren Verbindung und 

e) Ablosen der Templat-Molekule. 

2. Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Immobilisierung von Tem- 
plat-Molekiilen mittels kovalenter Bindung oder elektrostatischer Wechselwirkung 
an der Oberflache der polymeren Verbindung durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren I zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer Polymer- 
Verbindung zur Bindung von biologisch oder pharmakologiseh aktiven Substanzen, 
die ein Templat sind, vorzugsweise an stabilisierten Oberflachen einer polymeren Ver- 
bindung, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) eine Polymer- Verbindung zur Aminopropylierung mit einer Chlorpropylamin- 
Verbindung gelost in MeOH in einem Warmeschritt, vorzugsweise in einem Mikro- 
wellenreaktor mit 600 Watt 1 bis 4 min lang bestrahlt, bevorzugterweise weitere 4 min 
lang bestrahlt wird, und dann nach Waschung mit waBriger Essigsaure und aqua bi- 
dest getrocknet wird, 

b) die Polymer- Verbindung mit Aminopropyl-Gruppen zu Darstellung aktivierten Poly- 
mer- Verbindung mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in 
MeOH bei RT 1 bis 24 stunden lang, inkubiert und nach einer Waschung mit ETOH 
luftgetrocknet wird, 
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c) die Polymer- Verbindung zur Darstellung einer Polymer-Dendrimer- Verbindung mit 
einem dendritischen Polymer und Triethylamin gelost in MeOH bei RT 1 bis 24 Stun- 
den lang inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luftgetrocknet, 

d) die Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Darstellung aktivierter Polymer-Dendrimer- 
5 Verbindung und quantitativer Umsetzung von Aminen in Quadratsaureester-Derivate 

mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in MeOH bei RT 48 
Stunden lang inkubiert und nach Waschung in EtOH luftgetrocknet, 

e) die aktivierte Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Darstellung von Cysteamin- 
Gruppen tragender Polymer-Dendrimer- Verbindung mit Cysteaminhydrochlorid und 

10 Triethylamin bei RT 24 Stunden inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luftge- 

trocknet, 

f) die Cysteamin-Gruppen tragende Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Darstellung von 
mit dem Templat verbundener Polymer-Dendrimer- Verbindung mit der Templat- 
Verbindung 60 min lang in Phosphatpuffer pH 6,5 bis 7,0 inkubiert, 

15 g) dann die mit dem Templat verbundene Polymer-Dendrimer- Verbindung zur Substitu- 
tion noch vorhandener Quadratsaure-Gruppen an der Verbindung mit einer bicy- 
clischen Anhydrid-Verbindung in MeOH 1 bis 10 Stunden lang inkubiert, 
h) dann zur Abspaltung von N-MethyIethano!amin und Aktivierung der Anhydridfunk- 
tionalitaten der Ansatz auf einen pH- Wert von 5,0 eingestellt wird, 

20 i) dann eine Amino-Gruppen tragende Verbindung in den Ansatz zugegeben und 1 bis 
24 Stunden lang bei pH-7,5 zur Darstellung einer Templat-abhangigen Ligandenan- 
bindung an die anhydridfunktionelle Gruppen enthaltende mit einem Templat verbun- 
dene Polymer-Dendrimer- Verbindung inkubiert wird, 
j) der Ansatz zur Fixierung der Liganden unter Imidbildung zwischen der Anhydrid- 

25 Gruppe und der Liganden auf pH-Wert 9,5 eingestellt und 10 Stunden lang stehenge- 

lassen wird, 

k) nach einer Waschung des Ansatzes mit aqua bidest Zugabe von Mercaptoethanol im 
UberschuB zur quantitaven Enfernung von Templat- Verbindungen und eine Waschung 
des Ansatzes mit aqua bidest. 
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4. Verfahren zur Bereitstellung von kiinstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach Anspnich 2, dadurch gekennzeichnet, dass als bicyclischen Anhydrid- 
Verbindung die Anhydrid-Verbindung VIII der Abb. VIII verwendet wird. 

5. Verfahren II zur Bereitstellung von kiinstlichen Rezeptoren an einer Polymer- 
5 Verbindung zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch aktiven Substanzen, 

die ein Templat sind, vorzugsweise an stabilisierten Oberflachen einer polymeren Ver- 
bindung, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die Polymer- Verbindung zur Darstellung aktivierter Polymer- Verbindung mit einer 
Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin geldst in MeOH bei RT 1 bis 2 Stun- 

10 den lang inkubiert und nach einer Waschung mit MeOH luftgetrocknet wird, 

b) die aktivierte Polymer- Verbindung zur Erhohung der an der Polymer- Verbindung ge- 
bundenen Amino-Gruppen mit Polyethylenimin in MeOH inkubiert und nach einer 
Waschung mit MeOH luftgetrocknet wird, 

c) dann die Polymer- Verbindung zur Darstellung hoch aktivierter Polymer- Verbindung 
15 mit einer Quadratsaureester- Verbindung und Triethylamin gelost in MeOH bei RT 1 

bis 24 Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit MeOH luftgetrocknet 
wird, 

d) die hoch aktivierte Polymer- Verbindung zur Darstellung von mit glucosamindotierter 
Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung mit Glukosamin geldst in MeOH bei RT 

20 2 bis 12 Stunden lang inkubiert und nach einer Waschung mit EtOH luftgetrocknet 

wird, 

e) die mit glucosamindotierter Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung mit Cyclo- 
dextrin in Phosphatpuffer pH 6,5 bis 7,5 5 bis 10 min lang inkubiert, danach mit Phos- 
phatpuffer pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, dann 

25 f) die mit glucosamindotierter Oberflache enthaltende Polymer- Verbindung zur Darstel- 
lung von Boronsauretemplate-Polymer-Verbindung mit einer Boronsaureester- 
Verbindung, an welche ein Templat gekoppelt ist, in Carbonat-Puffer pH 8,0 bis 9,0 5 
Stunden lang inkubiert und uberschussiges Boronsaureester- Verbindung durch Wa- 
schen mit Carbonat-Puffer entfernt wird, 
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g) anschlieBend die Boronsauretemplate-Polymer- Verbindung zur kompetitiven Entfer- 
riung von Cyclodextrin-Schutzgruppen mit p-ToluoIsulfonsaure in aqua bidest/ EtOH 
ineinerMischung von 90/10 (V/V) gewaschen wird, 

h) anschlieBend wird Boronsauretemplate-Polymer- Verbindung zur Templat gesteuerten 
Ligandenbindung mit einer Mischung mit einer oder mehreren Verbindungen als Li- 
ganden bei pH 7,5 10 bis 24 Stunden Iang bei RT inkubiert, danach mit Phosphatpuf- 
fer pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, dann 

i) die Boronsauretemplate-Polymer-Liganden- Verbindung zur Darstellung Polymer- 
Liganden- Verbindung mit einem Bindungsort als kiinstlicher Rezeptor fiir Templat 
entsprechende biologisch oder pharmakologisch wirksame Verbindungen bei pH-Wert 
auf 4,0 bis 5,5 die Boronsauretemplate entfernt, danach mit Citratpuffer pH 6,5 bis 7,5 
gewaschen. 

6 Verfahren zur Bereitstellung von klinstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Poly- 
mer- Verbindung Cellulosemembran, Glas, Kunststoffoberflache, vorzugsweise Mi- 
krotiterplatten, eine dendrimere Verbindung oder eine Lipidmembran verwendet 
wird. 

7 Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als Verbin- 
dung Aminosauren, Nukleotide, Nukleoside verwendet werden. 

8 Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach einem der Anspriiche 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Poly- 
mer- Verbindung ein Cellulosemembranfiher (Schleicher-Schull) verwendet wird. 

9 Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach einem der Anspriiche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass als Tem- 
plat- Verbindung Coenzym A verwendet wird. 

10 Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 

dung nach einem der Anspriiche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass statt 
Schritt a) die Polymer- Verbindung zur Aminopropylierung nach Erhitzung auf 70 - 
90° C mit methanolischer Brompropylphthalimid-Losung in Gegenwart von NaOH 



0013016A2_I_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/13016 



PCT/DE99/02768 



60 bis 120 min lang inkubiert und dann nach Waschung mit waBriger Essigsaure und 
aqua bidest getrocknet wird. 
1 1 . Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer polymeren Verbin- 
dung nach einem der Anspruche 2 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die mit 
5 Schritt b) des Verfahrens I aktivierte Polymer- Verbindung zwecks Uberpriifong der 

Aktivitat der aktivierten Polymer-Dendrimer-Verbindung 1 bis 52 Wochen bei pH 
5,5 bis 6,5 in Gegenwart von Cyclodextrin-Verbindung als Stabilisator bei RT ste- 
hengelassen wird. 

10 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method for preparing 
artificial receptors on a polymer compound, preferably 
on a stabilized surface thereof, with binding sites in 
order to bind biologically or pharmacologically active 
substances by a) immobilizing template molecules that 
are biologically or pharmacologically active 
compounds on the polymer compound, b) coupling 
reactive functional groups to the polymer compound in 
order to bond Hgands in physiological conditions, c) 
binding compounds as ligands to the reactive groups, 
d) preferably stabilizing adjacent compounds that are 
bonded to the reactive groups for chemical 
stabilization of the ligands on the polymer compound 
and e) detaching the template molecules. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Bereitstellung von kunstlichen Rezeptoren an einer poiymeren Verbindung, vorzugswcise an 
ciner stabilisierten Oberflache derselben, mit BindungssteHen zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch akttven Substanzen durch 
a) lmmobtlisicrung von Templat-MoJekOlen, welche biologisch oder pharmakologisch wirksame Verbindungen sind, an der poiymeren 
Verbindung; b) Koppeln von reaktiven funktionelJen Gruppen an die polymere Verbindung zur Bindung von Liganden unter physiologischen 
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